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INTRODUCCIóN
Las neoplasias hematológicas son enfermedades 

que se originan en células hematopoyéticas anorma-
les, las cuales ya sea por su ventaja proliferativa y rá-
pida reproducción (como en el caso de las leucemias 
agudas) o bien porque existen alteraciones en el pro-
ceso de desarrollo, maduración o apoptosis (como en 
el caso de las leucemias crónicas) sufren una acumula-
ción anormal en el organismo (1). 

La Leucemia Linfática Crónica de células B (LLC-
B) sigue siendo la leucemia del adulto más frecuente 
y sin tratamiento curativo definitivo por el momento 
(2). Las nuevas drogas y los anticuerpos monoclonales 
entre otros, han representado verdaderos avances far-
macológicos, pero en general los efectos colaterales 
son frecuentes y la aparición de resistencia o recidi-
va es inevitable (3). La quimioterapia resulta aún una 
alternativa válida para el tratamiento o la reducción 
de la masa tumoral (4). Los conceptos de Gompertz (5), 
Goldie & Coldman (6), y Skipper(7), han resultado de 
enorme aporte para  planificar la administración de los 
diversos medicamentos antineoplásicos. A partir de 
ellos, ahora sabemos que si la masa tumoral es gran-
de, el ritmo de crecimiento se enlentece resultando 
irracional la utilización de fármacos fase específica; 
que debemos asociar las distintas drogas para evitar 
la resistencia;  o bien que al eliminarse una fracción 
constante de células, los fármacos deben administrarse 
en  ciclos secuenciales (8). Por otro lado, existe una 
verdad irrefutable: cualquier antineoplásico es capaz 
de eliminar a cualquier célula tumoral, si se administra 
en las concentraciones adecuadas (9). Sin embargo, la 
limitación está dada por los efectos adversos que pro-
vocarían dichas dosis sobre las células normales. 

Los anticuerpos monoclonales han aportado un 
enorme avance en la terapéutica ya que focalizan en 
el blanco hacia el cual van dirigidos, no obstante, ac-
túan por saturación, siendo muchas veces limitados 
sus efectos sobre enfermedades con gran masa tumoral 
como lo es la LLC-B (10). 

El objetivo del fármaco ideal en esta patología sería 
entonces, lograr someter a las células LLC a una dosis 
apoptótica del mismo, personalizando el efecto solo en 
ellas, sin involucrar a las células sanas, minimizando 
así los efectos adversos, y maximizando los resultados 
esperados, especialmente en aquellas situaciones don-
de se ha desarrollado resistencia a drogas. 

Resulta entonces prioritario desarrollar nuevas mo-
dalidades terapéuticas y así incrementar las posibilida-
des de los fármacos anti-LLC ya existentes, aportando 
una mayor actividad biológica y una mayor especifi-
cidad. 

La nanotecnología, ciencia que estudia, desarrolla 
y emplea sistemas complejos de escala nanométrica, 
podría ser la clave para mejorar los resultados tanto 
diagnósticos como terapéuticos en oncología pero muy 
especialmente en onco-hematología y LLC-B (11). Las 
nanopartículas, objetos de un tamaño de decenas a cen-
tenas de nanómetros, construidas con diferentes mate-
riales y/o polímeros naturales o sintéticos, podrían ser 
diseñadas casi a medida para cada enfermedad (12) y 
muy especialmente para B-LLC. Las drogas son pasi-
bles de disolverse y encapsularse dentro de una “cás-
cara” de matriz polimérica. De acuerdo a como sean 
producidas, podrán controlar la liberación del fármaco 
incorporado (13). La introducción de drogas en ellas, 
permite dirigirlas para que cumplan acciones terapéu-
ticas programadas. En la actualidad hay varios mode-
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los polímero-proteína y varios conjugados polímero-
fármaco en fase clínica, pero salvo un solo trabajo de 
investigación realizado con nanopartículas de oro (14) 
no existe ningún otro relato o producto en la literatura 
mundial para el tratamiento de la LLC con nanopartí-
culas biodegradables (NPB) como las aquí presenta-
das. La Nanotecnología permitirá pues el desarrollo de 
nuevas terapias potencialmente curativas. La posibili-
dad de adherir anticuerpos monoclonales específicos 
en la superficie de las nanopartículas, permitirá dirigir 
selectivamente a éstas contra los componentes antigé-
nicos específicos de las células tumorales y así facili-
tar su internalización por endocitosis y posterior libe-
ración de su carga de drogas o las combinaciones más 
efectivas de las mismas, en el citoplasma de cada una 
de las células malignas, disminuyéndose así los efec-
tos colaterales y proveyendo potencialmente, grandes 
cantidades de medicamento intracelular, aún de aque-
llos que tengan grandes dificultades de biodisponibili-
dad o farmacocinética para alcanzar concentraciones 
antitumorales útiles, venciéndose de esta manera el 
mecanismo de resistencia tumoral y trasuntar en un 
aumento en la sobrevida de los pacientes.

OBJeTIVOS
Demostrar la penetración en células de LLC-B re-

sistentes a fármacos de nanopartículas biodegradables 
cargadas con clorambucilo y recubiertas con anticuer-
pos monoclonales específicos, y establecer el grado de 
apoptosis y citotoxicidad provocado por las mismas. 

MATeRIALeS y MéTODOS
Formación de Nanopartículas: Se fabricaron tres 

tipos de nanopartículas biodegradables (NPB) con 
un polímero a base de Poly-Lactic-co-Glycolic Acid 
(PLGA) recubierto con Polietilenglicol (PEG)  por un 
proceso original de emulsión (BioTarget Nanotech, 
Chicago, Illinois, USA). Sobre la superficie de estas 
nanopartículas se incorporaron distintos anticuerpos 
monoclonales y durante el proceso de producción 
fueron cargadas con clorambucilo (Figuras 1 y 2). Al 
primer tipo de partícula (NPB1) se le acopló un an-
ticuerpo monoclonal anti CD19 marcado con FITC 
(Biolegends, USA), excitación en 495 nm/emisión en 
525 nm; al segundo grupo de partículas (NPB2) se le 
adhirieron dos anticuerpos monoclonales de distinta 
especificidad en la misma partícula: anti CD19/FITC 
(Biolegends, USA) excitación en 495 nm/emisión en 
525 nm y anti CD20/Alexa Fluor 700 (Biolegends, 
USA), excitacion 675nm/emisión 700 nm,  y a las 
terceras (NPB3) no se les adhirió ningún monoclonal 
pero sí FITC. La cantidad de anticuerpo monoclonal 

anti CD19 y anti CD20 fue de 5,34 y 5,38 μg por mg 
de polímero utilizado respectivamente. Todas las par-
tículas llevaban disuelto como fármaco activo en su 
interior clorambucilo a una concentración de 8 μg por 
mg de polímero. El diámetro efectivo de los distin-
tos sistemas de NPB fue determinado mediante DLS 
(Dynamic Light Scattering). Asimismo se determinó 
el potencial Zeta de las NPB para conocer su carga 
superficial. Las NPB fueron suspendidas en PBS/10% 
BSA (Albúmina Bovina Sérica) con una concentración 
de masa total final de 900 ug/ml. De estas soluciones 
se tomaron alícuotas para todos los ensayos. 

Modelos celulares: Se obtuvieron células leucémi-
cas de una paciente con B-LLC estadio Rai 4, CD19, 
CD20, CD5, CD23, CD38/Zap70 positivas previamen-
te tratada y resistente a multi drogas (incluyendo el 
clorambucilo). Asimismo se obtuvieron linfocitos nor-
males  B y T de un donante sano para formar parte de 
los cultivos controles. 

Cultivos celulares: Fueron realizados cultivos 
celulares con células LLC-B, linfocitos B normales 

Figura 1. Formación de la Nanopartícula.

NPB1: nanoparticula con Clorambucilo y anti-CD19;  NPB2: na-
noparticula con Clorambucilo, anti-CD19 y anti-CD20;  NPB3: sin 
monoclonal.

Figura 2. Tipo de Nanopartículas.

NPB1: nanoparticula con Clorambucilo y anti-CD19;  NPB2: na-
noparticula con Clorambucilo, anti-CD19 y anti-CD20;  NPB3: sin 
monoclonal.
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o linfocitos T en presencia de NPB1, NPB2, NPB3, 
clorambucilo, monoclonales solos (anti-CD19, anti-
CD19/CD20), PBS/BSA o bien medio de cultivo solo. 
Cada ensayo se realizó por triplicado cultivando 1 ml 
de RPMI-1640/10% SFB con 5 ul de cada partícula y 
1x105 células en cada placa de cultivo a 37ºC, en tiem-
pos de incubación de 15 minutos, 24 y 48 hs.  

Penetración: Al final de cada incubación se obser-
vó la localización de las nanopartículas con microsco-
pio confocal con distintos láseres específicos para el 
tipo de emisión de cada fluorocromo, y se fotografió 
con cámara digital, objetivándose el grado de penetra-
ción de cada partícula tanto en las células normales B 
y T como en las LLC-B. 

Apoptosis y Citotoxicidad: Se evaluó el grado de 
apoptosis y de muerte de cada tipo de célula generada 
por cada uno de los tipos de NPB a una concentración 
de 5 ul/ml de medio, así como también por clorambu-
cilo solo (a una concentración de 50 mumol/L);  FITC-
anti-CD19, CD20/Alexa Fluor, PBS/BSA,  y medio sin 
partícula. El grado de apoptosis y mortalidad se deter-
minó mediante técnica de citometría de flujo a través 
de la marcación de las células a estudiar con Anexina 
V y Ioduro de Propidio a 0, 24 y 48 hs de cultivo y por 
técnica de coloración vital (Acridine orange/bromuro 
de etidio) y conteo en microscopio de inmunofluores-
cencia respectivamente. Para las fotografías digitales 
con microscopia confocal los preparados fueron teñi-
dos con el colorante fluorescente DAPI (4’6-diamidi-
no-2-phenylindole) para visualizar núcleos apoptóti-
cos. Las diferencias halladas en los distintos ensayos 
fueron analizadas utilizando el test de t Student con un 
límite del 5% para significación estadística.

ReSULTADOS
La distribución por tamaño de los tres tipos de sis-

temas de Nanopartículas anticuerpos monoclonales en 
la superficie mediante Dynamic Light Scattering re-
sultó en un diámetro efectivo de 301 y 311 nm para 
las NPB 1 y 2 respectivamente. Las partículas número 
3 sin monoclonal adherido demostraron un diámetro 
efectivo de 255 nm. La medición del potencial Zeta de 
los distintos tipos de NPB y de sus respectivas cargas 
de superficie demostró que todas las nanopartículas 
tienen una carga de superficie ligeramente negativa a 
un pH cercano a 7. 

Tanto las partículas número 1 con anti-CD19 como 
aquellas número 2, con ambos anticuerpos anti-CD19 y 
anti-CD20, demostraron penetrar eficientemente célu-
las de LLC-B (Figura 3) así como linfocitos B norma-
les en forma significativamente mayor (p< 0.001) que 
las  NPB3 sin monoclonales (Figura 4). Se observó un 
máximo de internalización de 95% de las células LLC 

y 86% de los linfocitos B normales al cabo de 24 hs 
con las partículas número 2 (Figura 4). En los ensayos 
a 15 minutos se pudo apreciar  mayor penetración de 
partículas en células LLC que en los linfocitos B nor-
males (38 vs 21%), observándose una mayor interna-
lización de las partículas número 2. Las partículas sin 
monoclonal mostraron una ligera penetración  (15% 
en 24 hs). No se observó internalización importante de 
ninguna de las partículas sobre linfocitos T normales 
(Figura 4). 

Figura 3.

A. Nanopartículas con Anti-CD19/
FITC son internalizadas en las 
células LLC. La morfología ce-
lular es indicativa de apoptosis 
a las 24 hs

B. Nanopartículas con Anti-CD19/
FITC y Anti-CD20/Alexa Fluor 
son internalizadas en las células 
LLC a los 15 minutos. 

Figura 4. Penetración de Nanopartículas.

NPB1: Polimero+clorambucilo +CD19; NPB2: Polimero+clorambucilo +CD19+CD20; 
NPB3: Polimero+clorambucilo
En células LLC-B: NPB2 vs NBP1 p 0.05 ; NPB2 vs NPB3 p < 0.001, NPB1 vs NPB3 p< 0.001
En células B normales: NPB2 vs NBP1 p 0.07 ; NPB2 vs NPB3 p < 0.001, NPB1 vs NPB3 p< 0.001
En células T: NPB2 vs NBP1 p 0.7 ; NPB2 vs NPB3 p 0.8 NPB1 vs NPB3 p 0.7

Signos celulares de apoptosis mediante tinción con 
DAPI fueron apreciados en células LLC incubadas con 
particulas 2 y observadas bajo microscopia confocal 
(figura 5). Por citometría de flujo en cada cultivo es-
pecífico al inicio y a las 24 horas (Figura 6), se ob-
servó un grado de apoptosis significativamente mayor 
(p< 0.001) con las BNP 1 y 2 sobre células leucémicas  
(76% y 87% respectivamente) que sobre linfocitos B 
normales (45% y 57%) con concentraciones de 5 ul de 
partículas/ml de medio de cultivo a 24 horas. Las par-
tículas 1 y 2 indujeron aproximadamente 4 veces más 
apoptosis en las células B malignas resistentes testea-
das que el clorambucilo solo a una concentración de  
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50 mumol/L, la cual es suficiente para generar cito-
toxicidad in Vitro en células no resistentes (Figura 7). 
Los anticuerpos anti-CD19-FITC, CD20/Alexa Fluor, 
y el PBS/BSA o RPMI 1640/SFB solos no produjeron 
ningún efecto apoptotico tanto en las células leucémi-
cas o en las normales . Muy poca fluorescencia (15%) o 
apoptosis (29%) se observó en las células LLC incuba-
das por 24 hs con 5 ul/ml de nanopartículas sin mono-
clonal. Los resultados de los ensayos de citotoxicidad  
realizados in vitro demostraron que las nanopartículas 
conjugadas tanto a CD19 o CD19/CD20 tienen similar 
citotoxicidad contra las células de LLC a 48 hs (71% y 
79% respectivamente), y ambas tuvieron significativa-
mente mayor citotoxicidad que las nanopartículas sin 
anticuerpos (28.7%) (p < 0.001) (Fig8). 

DISCUSIóN
Existe una gran cantidad de fármacos que se han 

ensayado en la LLC. Los más clásicos como los agen-
tes alquilantes han demostrado cierta eficacia en el 
control de la cifra leucocitaria, aunque no se han con-
seguido remisiones a largo plazo (15-16). Los análogos 
de las purinas han logrado remisiones parciales aún 
en los fracasos con agentes alquilantes, sin embargo 
las mismas tampoco son duraderas (17-18).  Lamentable-
mente la resistencia dosis-dependiente tanto para al-
quilantes como análogos de las purinas es frecuente, 
y el incremento de dichas dosis provoca toxicidad y 
segundas neoplasias que desalientan esta alternativa 
(19). La concentración plasmática lograda por los distin-
tos fármacos antineoplásicos es la responsable de los 

Figura 5. Internalización de las distintas Nanopartículas.

Imágenes obtenidas con Microscopio Confocal mostrando las interacciones de las 
células de LLC con las BNP2 cargadas con droga. Arriba a la izquierda células 
LLC con fluorescencia por DAPI reflejando el progreso del proceso de apoptosis 
luego de 24 hs de tratamiento en incubación con BNP2. Arriba a la derecha fluo-
rescencia emitida por el anti CD19/FITC y abajo a la izquierda la emisión del anti 
CD20/Alexa fluor internalizados en las BNP2. Abajo a la derecha la superposición 
de todos los tipos de fluorescencia.

Figura 6. Apoptosis en células LLC-B y células nor-
males con 5 ul de NPB.

Las figuras muestra la apoptosis obtenida a las 24 hs de cultivo en 
cada tipo celular (linfocitos B normales y células LLC).

Figura 7. Análisis comparativo de la apoptosis obje-
tivada en células LLC-B según el tipo de cultivo en el 
cual se incluyeron.

Las diferencias estadísticas observadas entre las celulas cultivadas 
en presencia de partículas NPB 1 y 2 con el resto de los cultivos 
objetivaron una p<0.001.

Figura 8.

La figura muestra los valores promedio de la citotoxicidad obtenida 
en cada uno de los cultivos (realizados por triplicado) en presencia 
de cada tipo de nanopartícula biodegradable (NPB), siendo NPB1 
el polímero+clorambucilo+anticuerpo anti-CD19; NPB2 polímer
o+clorambucilo+anticuerpo anti-CD19/CD20; y NPB3 polímero+ 
clorambucilo sin anticuerpo.
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efectos beneficiosos y adversos de los mismos. Al in-
crementar y mantener los niveles de droga en contacto 
con las células neoplásicas las posibilidades de elimi-
narlas se incrementan. Sin embargo, el plasma cargado 
con fármaco llega sin selectividad a todo el organismo, 
generando efectos tóxicos en los tejidos nobles (20). La 
toxicidad causada por la intensificación terapéutica 
por ejemplo, ha llevado al rescate con células madre 
hematopoyéticas con el fin de reducir los efectos no-
civos de la medicación utilizada sobre la médula ósea 
(21). Sin embargo, los efectos no deseados sobre otros 
tejidos, son aún difíciles de mitigar. 

Basados en la expresión antigénica que poseen las 
células de la LLC (22-23), se  han iniciado la búsqueda 
de nuevos fármacos con mayor selectividad sobre las 
células tumorales, siendo esta una de las líneas más 
importante de investigación (24-25). No obstante, los re-
sultados, si bien promisiorios, no lograron eliminar 
los últimos vestigios de la clona, y las recaídas siguen 
siendo inevitables. 

La provisión selectiva de fármacos dentro de cé-
lulas tumorales es una de las líneas mencionadas que 
lidera la investigación en nanomedicina. 

Cada célula de B-LLC expresa aproximadamente 
3000 epítopes CD20 y otros tantos CD19 (22,23). Estos 
pueden ser la puerta de entrada celular selectiva de 
nanopartículas biocompatibles y biodegradables recu-
biertas en su superficie con anticuerpos monoclona-
les específicos y cargadas en su interior con distintas 
drogas o combinaciones de las mismas como ha sido 
demostrado en este trabajo. En esta investigación se 
demuestra por primera vez la penetración  de este tipo 
de  nanopartículas al citosol de las céulas leucémicas 
LLC-B; produciendo un efecto apoptótico sobre célu-
las resistentes a multifármacos, sugiriéndose enton-
ces que estas nanopartículas funcionales pueden ser 
“carriers” de fármacos útiles para el tratamiento de la 
LLC. La poca penetración y apoptosis de las nanopar-
tículas sin monoclonales sería consistente con su bajo 
grado de unión no selectiva a las células.

La citotoxicidad de las nanopartículas depende de 
la endocitosis de las partículas cargadas con clorambu-
cilo mediada por receptor para CD19 o CD20. 

Resultará interesante ensayar otros tipos drogas 
vehiculizadas por  nanopartículas con anticuerpos mo-
noclonales con efecto predominante sobre las células 
leucémicas y menor acción sobre los linfocitos B nor-
males. 

Las drogas a transportar de esta forma tienen una 
limitación y es que no deben necesitar que en su to-
talidad requieran convertirse a metabolito activo, ya 
que las mismas serán introducidas directamente en la 
célula blanco sin posibilidad de acceso a hígado u otro 
órgano metabolizador.

En ese sentido nuestro grupo está actualmente 
experimentando con Hidroxicloroquina en el mismo 
modelo de LLC presentado en este trabajo. Los an-
timaláricos como la Hidroxicloroquina, son potentes 
compuestos antiproliferativos y podrían activar me-
canismos de apoptosis independientes de p53 indu-
ciendo permeabilización de membranas lisosomales 
(26).  Nuestros datos indicarían que nanopartículas con 
anticuerpos monoclonales anti-CD19 cargadas con hi-
droxicloroquina podrían producir apoptosis selectiva e 
importante de células B de LLC resistente a drogas a 
bajas concentraciones respetando los linfocitos B nor-
males abriéndose de esta manera una terapéutica efi-
caz y poco tóxica para el tratamiento de la LLC. 

Los resultados de estos estudios serán sin dudas 
sumamente útiles en LLC así como en todas aquellas 
otras enfermedades neoplásicas con expansión clo-
nal B así como seguramente también en aquellas de 
origen autoinmune. El paso inicial que se muestra en 
el presente trabajo es de suma importancia, ya que la 
internalización de las nanoparticulas y su impacto en 
apoptosis en células LLC, son condición sine qua non 
para continuar con los futuros estudios en esta y otras 
patologías oncohematológicas.
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